WO 2004/100915 



PCT/FR2004/050189 



PRINCIPE ACTIF POUR DBS TRAITEMENTS DE LA PEAU, PRO CEDE D'OBTENTTON . 

ET UTILISATION 



La presente invention concerne I' utilisation cTun principe actif a base de 
chataigne, procede d'obtention et actif obtenu pour des traitements de la peau 
s&che d travers de multiples actions generees par ledit actif. 
L' invention couvre aussi le principe actif obtenu ainsi que les compositions qui 
5 I'integrent. 

Le phenomene de la peau seche est connu depuis longtemps et surtout il est 
extremement visible et constat^ par les personnes qui le subissent. 
Ce problfeme de peau seche est souvent associe a une peau reche, rugueuse avec 
un aspect squameux oppose a la peau hydratee dont I' aspect est lisse et doux. 
10 Une solution simple et couramment utilisee consiste a assurer une hydratation 
cutanee mais une telle solution n'est pas satisfaisante. 

La peau comprend en surface, la couche la plus externe qui est nommee stratum 
corneum . 

Cette couche est particulierement importante car elle protege des agressions 
15 physiques et chimiques, elle joue un role barri&re pour reguler la perte en eau et 
la penetration des xenobiotiques. De plus, cette couche assure une protection 
mecanique. 

Cette couche est constitute de : 
- corneocytes, et 
20 - lipides intercellulaires. 

Au cours du vieillissement, lors d'affections dermatologiques, la fonction 
barriere de la peau peut etre af f ectee. 



WO 2004/100915 



PCT/FR2004/050189 



2 

Lors d'un etat de secheresse de la peau, interviennent les differentes facteurs 
qui suivent : 

- deregulation de desquamation, 

- defaut de fixation de I'eau, notamment du a une alteration des processus 
5 de synthese et de degradation de la prof ilaggrine, et 

- carence en lipides qui jouent un role primordial dans le maintien de la 
barriere epidermique, notamment les ceramides. 

Le procede selon la presente invention permet d'obtenir un act if d partir de la 

chataigne qui agit sur les differents acteurs impliques dans le maintien de 
10 Thomeostasie de a couche cornee. 

Ce meme actif normalise I'equilibre cohesion/desquamation et la differenciation 

epidermique et restaur e les mecanismes de synthese des lipides epidermiques. 

Le procede est maintenant decrit a travers ses differentes etapes permettant 

d'obtenir un principe actif a ef f ets multiples. 
15 La description est completee par les differents tests in vitro et in vivo 

permettant de mettre en relief ces ef f ets. 



1/ PROCEDE D'OBTENTION DU PRINCIPE ACTIF : 

- solubilization de farine de chataigne dans I'eau, d raison d'au moins 100 g/l, 

20 - hydrolyse enzymatique avec une ou plusieurs carbohydrazes, de maniere 
successive ou simultanee. 

separation des phases soluble et insoluble par decantation, filtration ou 
centrif ugation, et 

- concentration de la phase active soluble. 

25 

De preference, la carbohydraze est utilisee a raison d*au moins 0,1%. 

Quant au terme "farine" utilise dans la presente description, il n'est aucunement 

limitatif par rapport a une granulometrie donnee ou consideree comme usuelle. Ce 



WO 2004/100915 PCIYFR2004/050189 

3 

terme de farine est utilise pour distinguer communement une poudre, en 
T occurrence une poudre de chataigne. 

2 / OlRACTERISATION OU PRINCIPE ACTIF 5ELON L* INVENTION : 
5 2-1/ Taux de matiere seche 

Le taux de matiere seche est obtenu par passage a I'etuve a 105°C, d'un 
echantillon de 10 g de produit jusqu'a obtention d'un poids constant. 
Le taux de matiere seche est compris entre lOet 300 g/l plus particulierement 
entre 80 et 120 g/l. 
10 2-2/ AAesure du pH 

Le pH, determine par mesure potentiometrique, conduit a des valeurs comprises 
entre4,0 et8,0 specif iquement entre 5,0 et 6,0. 
2-3/ Determination de la teneur en sucres totaux 

Le dosage est effectue par la methode de Dubois (Dubois AA et al, (1956), 
15 Analytical chemistry, 28, n°3 p 350-356). 

Le mesure est realisee en mesurant la densite optique de la coloration prise par 

les sucres reducteurs en presence d'acide sulfurique concentre. 

Cette densite optique est rapportee a une gamme etalon de manose-glucose- 

galactose. 

20 Les resultats obtenus donnent des taux de sucres compris entre 9 et 275 g/l et 
plus particulierement entre 72 et 100 g/l. 
2-4/ Caracterisation de la fraction qlucidique : 

Le procede utilise est la chromatographie en couche mince de la fraction 
glucidique de Tactif de la presente invention. 
25 Les conditions de chromatographie sont : 

- acide acetique, butanol, eau en rapport 1/2/1 comme eluant 

- double migration 

- H2SO4 20% et orcinol 0,1% comme melange revelateur 
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L'analyse de la chromatographic fait apparartre la presence de trois fractions : 

- une fraction polysaccharidique : rhamnogalacturonane, 

- unc fraction oligosaccharidiquc a degre dc polymerisation eleve et 
d'acides uroniqucs fibres, 

5 - une fraction mono ct oligosaccharidique dc dcgrc dc polymerisation faible. 

3/ EFPETS DU PRINCIPE ACTIF SUR LA FONCTCON BARRIERE 

3-1/ Ef f et du principe actif sur la differentiation dcs keratinocytes humains : 
Les cellules migrent vers la surface et les keratinocytes sc transforment 
10 progressivement en cellules keratinisees nommes corneocytes qui sont elimines 
par la desquamation. 

Aim de maintcnir une epaisseur constante, le renouvcllemcnt est realise par 
division cellulairc a partir de cellules souches. 



15 3-1-1/ Etude de la synthese de Tinvolucrine 

La formation de Tenveloppe cornee debute d partir de proteines prccurseurs, 
notamment I'involucrinc. Unc enzyme membranairc 'la transglutaminase etablit 
les liaison covalentes entre les proteines. 

L'involucrine est une proteinc qui constitue Ic squelctte proteiquc de la 

20 membrane plasmique des corneocytes. 

Pour determiner Taction du principe actif selon I' invention, on analyse Teffet de 
ce principe actif sur I' expression des ARN messagers codant pour l'involucrine. 
A cet effet, on incube des keratinocytes humains en presence de principe actif 
dose a 0,5; 1 ct 2%. On extrait les ARN totaux et on determine le pourcentagc 

25 d 1 ARNm codant pour Tinvolucrine par rapport a un tcmoin. 

Les resultats obtenus sont rccapitules dans la tableau ci-apres. 
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% d'ARN messager codant pour 
I'involucrine / Temoin 


Temoin 


100 


Principe actif scion V invention dose a 0,5% 


111 


Principe actif selon 1* invention dose a 1,0% 


117 


Principe actif selon 1" invention dose a 2,0% 


121 



On constate qu'a 2%, le principe actif selon I" invention permet d'augmenter 
I'expression des ARNm codant pour la synthese de I'involucrine de 21%. 
5 3-1-2/ Etude de la synthese de la profilaggrine 

L'enveloppe cornee confere aux corneocytes la rigidite et done la resistance 
mecanique du stratum corneum. Or la matiere fibreuse qui se substitue au 
cytoplasme et au noyau keratinocytaire est formee a partir de profilaggrine. 
Cette profilaggrine est transformee en filaggrine qui permet I'agregation des 
10 filaments de cytokeratine. La degradation libere des substances hygroscopiques 
ayant un important pouvoir de fixation de Teau, 

II est done necessaire de determiner comme precedemment le rapport de 
I'expression des ARN messagers codant pour la profilaggrine par rapport a un 
temoin. 



15 Cette analyse est realisee d partir de keratinocytes humains incubes en presence 
de 0,5; 1 et 2% de principe actif. 





% d 1 ARN messager codant pour 
la profilaggrine / Temoin 


Temoin 


100 


Principe actif selon 1' invention dose a 0,5% 


116 ±8 


Principe actif selon V invention dose d 1,0% 


137 ±9 


Principe actif selon T invention dose a 2,0% 


147 ± 12 
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On constate que des 2%, le principe actif selon I' invention permet aussi 
d'augmenter I'expression des ARNm codant pour la synthese de la prof ilaggrine 
dans des proportions de 47%. 

On peut done conclure que le principe actif f avorise la differentiation cellulaire. 

5 

3-1-3/ Etude de la synthese de la cadherine-E 

Les cadherines jouent un role dans Tadherence entre les cellules mais aussi dans 
la morphogenese et le controle de la differentiation cellulaire. 
La Cadherine-E est localisee dans les couches cellulaires de I'epiderme et 
10 notamment dans les couches differenciees. 

Le principe actif selon I' invention a un effet sur la synthese de la Cadherine-E, 
ce que met en evidence le test suivant qui consiste d traiter des keratinocytes 
avec le principe actif selon I' invention d 0,5; 1 et 2%. 

On dose les proteines totales et on determine Involution du taux de Cadherine-E 



15 par rapport au Temoin. 





Taux de Cadherine-E / Temoin 


Temoin 


100 


Principe actif selon I' invention dose d 0,5% 


111 ±5 


Principe actif selon I 'invention dose d 1,0% 


127 ±8 


Principe actif selon I 1 invention dose d 2,0% 


136 ± 10 


Le principe actif f avorise la synthase de la Cad 


herine-E de 36% pour un dosage d 



2%. 



3-2/ Effet du principe actif sur la synthese des lipides eptdermiques : 
20 Les lipides jouent un role essentiel dans la f onction barriere. 

II est done necessaire d 1 analyser les actions du principe actif selon T invention 
sur ces lipides. 
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3-2-1/ Etude de la teneur en ceramides 

Les ceramides qui sont un des const ituants du ciment intercellulaire de la couche 
cornee. Les ceramides proviennent des phospholipides et des glyceryl-ceramides 
qui sont dephosphoryles ou hydrolyses. 
5 On traite des explants de peau pour extraire les lipides et ces echantillons sont 
analyses, les ceramides etant separes par chromatographie en couche mince. 
Les resultats suivants montrent que le principe actif selon la presente invention 
agit sur la synthese des ceramides puisqu'il I'augmente de 40%. 



Placebo 


Teneur en ceramides / Placebo 


Principe actif selon 1' invention a 3,0% 


+15 ±5 


Principe actif selon 1" invention a 5,0% 


+ 40 ± 13 



3-2-2/ Etude de ['expression des enzymes de synthase des lipides 



10 Le taux d'ARNm des enzymes telles que la FAS (Fatty Acid Synthase) et la STP 
(Serine Palmitoyl Transferase) augmente au cours du processus de reparation de 
la barriere. 

On incube des keratinocytes humains en presence de 0,5 ; 1 et 2%. 
On recupere les cellules et on extrait les ARN totaux. 
15 On determine le pourcentage d'expression des ARNm des FAS et STP par 
rapport a un temoin. 

Une augmentation sensible de I' expression des enzymes de synthese des lipides 
est constatee dans les tableaux qui suivent. 



• 


Pourcentage d'ARNm codant pour la 
FAS / Temoin 


Temoin 


100 


Principe actif selon I' invention a 0,57o 


101 ±6 


Principe actif selon I' invention d 1,0% 


129 + 6 


Principe actif selon V invention a 2,0% 


146 ±6 
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Pourcentage cT ARNm codant pour la 
STP / Temoin 


Temoin 


100 


Principe actif selon 1* invention a 0,5% 


111 ±5 


Principe actif selon 1' invention a 1,0% 


125 + 9 


Principe actif selon T invention a 2,0% 


132 ±8 



3-2-3/ Etude sur volontaires de la synthese des lipides epidermiques 
On determine sur des volontaires des zones des mollets et on les traite Tune 
5 avec un placebo et I' autre avec le principe actif selon I' invention, formulae a 4% 
en emulsion. 

Apr&s un traitement bi-quotidien pendant 7 jours, les lipides epidermiques sont 
preleves avec une solution alcoolique. 

On determine les effets du principe actif sur la synthese des lipides plus 
10 particulierement les ceramides. 





Principe actif a 4% 


Placebo 




JO 


J7 


JO 


J7 


Moyenne 


7,58 


10,63 


7,63 


10,06 



A 4%, le principe actif augmente le taux de ceramides du stratum corneum de 
8%. Cela f avorise la restauration de la barriere lipidique du stratum corneum. 

15 3-3/ Effet du principe actif sur la synthese de la Desmogleine-1 : 

Les desmogleines et les desmocollines sont des glycoproteines de la famille des 
cadherines desmosomales qui participent a la formation des jonctions 
inter keratinocytaires. 

La Desmogleine-1 est une des trois isoformes et se trouve localisee uniquement 
20 dans les couches superf icielles de Tepiderme. 



WO 2004/100915 



PCT/FR2004/050189 



9 

Plus la synthese de cette glycoproteine diminue et plus la desquamation est 
favorisee, ce qui evite le phenomene de peau seche. 

Le test suivant permet de determiner I'effet du principe actif sur la synthese 
de cette isof orme. 



5 On realise un traitement de keratinocytes humains avec 0,5 ; 1 et 2%. 

On realise le dosage des proteines totales et on determine la quantite de cette 
glycoproteine specif ique. 





Taux de Desmogleine-1/ 
Temoin 


Variation du taux de 
Desmogleine-1 / Temoin 


Temoin 


100 




Principe actif d 0,5% 


94 


- 6±4 


Principe actif a 1,0% 


86 


- 14 ±6 


Principe actif d 2,0% 


79 


- 21 ±6 



En diminuant de 21% la synthese de la Desmogleine-1 avec un dosage a 2%, le 
10 principe actif favorise le processus de desquamation. 

3-4/ Ef f et du principe actif sur la perte insensible en eau : 
Le processus de desquamation est essentiel dans la preservation du stratum 
corneum en favorisant I'hydratation de la peau. 
15 Pour mesurer I'effet du principe actif sur le renforcement de I'effet barriere, 
on mesure le gradient de pression de la couche de vapeur d'eau qui entoure la 
peau. 

L'application de Lauryl Sulfate de Sodium sur la peau de fagon a favoriser les 
pertes en eau et on compare les pertes en eau sur des zones agressee par le 
20 Lauryl Sulfate de Sodium et une zone non traitee ou agressee et traitee avec 
T emulsion placebo. 
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AA (%) 


Zone temoin non traitee 


103 




Placebo 


102 




Zone traitee avec le principe 
actif selon I' invention a 4% 


85 


- 17 



La perte insensible en eau est diminuee de 17% grace au principe actif dose a 
4%. 

5 

3-5/ Effet du principe actif sur I'eff icacite de la SCCE \ 

Le but est de determiner le turn-over corneocytaire. On mesure I'activite de la 
SCCE (Stratum Corneum Chymotrypsin Enzym). ( 

On realise une forte agression mecanique sur le stratum corneum par stripping. 
10 On determine trois zones agressees, Tune non traitee, I 1 autre traitee avec un 
placebo et une derniere zone traitee avec le principe actif a 4%. 
On recupere cette enzyme SCCE sur chacune des zones et on la dose par dosage 
spectrophotom&trique. 





% variation SCCE / zone 
agressee non traitee 


% variation / 
placebo 


Zone agressee non traitee 






Zone agressee traitee placebo 


- 42% 




Zone agressee traitee avec le 
principe actif dosee d 4% 


+ 40% 


82 % 



On constate qu'apres une forte agression mecanique, on augmente 
15 signif icativement I'activite de la SCCE. 
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On mesure aussi la perte insensible en eau sur ces memes zones qui sont Tune 
non traitee, Pautre traitee avec un placebo et une derniere zone traitee avec le 
ppincipe actif a 4%. 





% de recuperation 

de la perte 
insensible en eau 


% de recuperation / 
placebo 


Zone agressee non traitee 


+ 84% 




Zone agressee traitee placebo 


+ 84% 




Zone agressee traitee avec le 
principe actif dosee a 4% 


+ 90% 


+ 6 % 



5 



On diminue de fagon statistiquement significative la perte insensible en eau, le 
test de Student sur donnees appariees etant signif icatif . 

Ainsi le principe actif selon la presente invention intensif ie le cycle reparateur 
naturel du stratum corneum en augmentant Tefficacite de la SCCE et en 
10 maximisant le potentiel de reparation de la fonction barrtere. 

Le principe actif est utilise avec toute forme galenique cosmetique adaptee telle 
qu'une emulsion aqueuse ou alcoolique, une lotion, une creme a base aqueuse ou 
grasse, un onguent, d raison de 0,1 a 20 %. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'un principe actif issu de farine de chataigne, associe a toute 
forme galenique cosmetique adaptee telle qu'une emulsion aqueuse ou alcoolique, 
une lotion, une creme a base aqueuse ou grasse, un onguent pour ameliorer 
I'effet barriere sur la peau. 
5 2. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon la 

revendication 1, caracterisee en ce qu'il permet une amelioration de la synthese 
de I'involucrine au niveau de la peau. 

3. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon la 
revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'il permet une amelioration de la 

10 synthese de la prof ilaggrine au niveau de la peau. 

4. Utilisation d'un principe actif issu de farine de chataigne selon la 
revendication 1, 2 ou 3, caracterisee en ce qu'il favorise la synthese de la 
cadherine-E au niveau de la peau. 

5. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon I'une 
15 quelconque des revendications precedentes, caracte>isee en ce qu'il augmente la 

synthese des ceramides au niveau de la couche cornee. 

6. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon I'une 
quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'il permet 
d'augmenter I' expression des enzymes de synthese des lipides telles que la 

20 Synthase d'acide gras et la Serine Palmitoyle Transferase et la synthese des 
lipides epidermiques an niveau de la peau. 

7. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon I'une 
quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'il permet une 
diminution de I'activite des glycoproteines de la famille des cadherines 

25 desmosomales de f aeon a f avoriser la desquamation. 



WO 2004/100915 PCT/FR2004/050189 

13 

8. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon Tunc 
quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'il pcrmet une 
diminution de la perte insensible en eau, notamment en augmentant I'activite de 
T enzyme stratum corneum chymotrysine. 
5 9. Procede d'obtention du principe actif utilise selon les revendications 1 a 

8, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- solubilization de farine de chataigne dans I'eau, 

- hydrolyse enzymatique, 

- separation des phases soluble et insoluble par decantation, filtration ou 
10 centrifugation, et 

- concentration de la phase active. 

10. Procede d'obtention selon la revendication 9, caracierise en ce que la 
solubilization est realise avec au moins 100 g/l de farine de chataigne. 

11. Procede d'obtention selon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce que 
15 Thydrolyse enzymatique est realisee en presence d'au moins une carbohydraze, 

de preference, a raison d'au moins 0,1%. 

12. Principe actif obtenu selon le procede de la revendication 9, 10 ou 11 et 
utilise selon I'une des revendications 1 d 8, caracterise par les parametres 
suivants : 

20 - taux de matiere seche compris entre 10 et 300 g/l, 

- pH compris entre 4,0 et 8,0 

- teneur en sucres totaux comprise entre 9 et 275 g/l, et 

- presence de trois fractions glucidiques : 

• fraction polysaccharidique : rhamnogalacturonane 

25 • fraction oligosaccharidique de degre de polymerisation eleve et 

d'acides uroniques libres, et 

• fraction mono et oligosaccharidique de degre de polymerisation 
faible. 
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13. Principe actif obtenu selon le procede de la revcndication 9, 10 ou 11, 
caracterise par les parametres suivants : 

- taux de matiere seche compris entre 80 et 120 g/l # 

- pH compris entre 5,0 et 6,0 

5 - teneur en sucres totaux comprise entre 72 et 110 g/l, 
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